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【要旨】  
 慢性骨髄単球性白血病（chronic myelomonocytic leukemia: CMMoL）は病態が未
解明の予後不良な造血器腫瘍である。本研究では、CMMoL の患者検体から樹立し
た iPS細胞と再分化させた造血幹・前駆細胞を解析し、病態解明のための疾患モデル
となりうることを見出した。また、網羅的遺伝子解析により、CMMoL 患者において健常
者と比較して発現の上昇している遺伝子 SLITRK4 を同定し、ノックアウトにより腫瘍細
胞を根絶できる可能性を示した。 
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【序文】  
 慢性骨髄単球性白血病（chronic myelomonocytic leukemia: CMMoL）はクローン性
の造血幹細胞腫瘍であり、骨髄異形成（myelodysplastic: MDS）／骨髄増殖性腫瘍
（myeloproliferative neoplasm: MPN）に分類される 1。発症年齢の中央値は 65〜75 歳、
男女比は 2：1、罹患率は 10 万人に 3 人程度である 2,3。CMMoL は末梢血中の単球増
加、顆粒球系細胞の異形成、急性白血病への進展などを主な特徴とし 4、生存期間の
中央値は CMML-1 で 20 ヶ月、CMML-2 で 15 ヶ月と予後不良な疾患である 5,6。 
 CMMoL の病態は未だ解明されておらず、染色体異常や遺伝子変異の記述がほと
んどである。染色体異常は 20〜40%にみられ、8 番染色体トリソミー、Y 染色体欠失、7
番染色体長腕欠失の頻度が比較的高いが、正常核型の患者も多く存在する 5–7。骨
髄・末梢血中の芽球が多い患者ほど染色体異常を有する頻度が高く、さらには顆粒
球系細胞や赤芽球系細胞の異形成も多くみられることから、染色体異常に基づく疾患
のリスク分類が行われてきた 7。また、近年の次世代シークエンサーの登場により、
CMMoL 腫瘍細胞は NRAS、KRAS、CBL、JAK2 などのシグナル分子 8、RUNX1、
SETBP1 などの転写因子 9、TET2、ASXL1、EZH2、UTX、IDH1、IDH2、DNMT3A など
のエピジェネティック制御因子 10–13、SF3B1、SRSF2、ZRSF2、U2AF35 などのスプライシ
ング因子 6,14–16 に遺伝子変異を持つことが明らかとなってきた。RAS の変異が約 40%と
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最も高頻度であるものの 17、この変異は急性骨髄性白血病や MDS などの他の疾患に
おいてもしばしば存在し、CMMoL に特異的な変異とはいえない。 
 一方で、CMMoL 患者に対してこれまで様々な治療が試みられてきたが、低用量の
シタラビン、オールトランスレチノイン酸、トポテカンなどの化学療法は有害事象の割に
効果が限定的であった 18,19。唯一の根治療法として同種造血幹細胞移植が挙げられ
るが、高齢者において適応となることは多くなく、結局のところハイドロキシウレアによる
骨髄増殖の抑制 20、エリスロポエチン刺激因子による貧血の改善、脱メチル化剤によ
る急性白血病への進展の抑制など、対症療法がなされている 4,21。このように CMMoL
患者に対する効果的な治療法がない一因は、病態が未解明なことにある。 
 造血器腫瘍の病態解明と治療法探索にはこれまで主に細胞株・マウスモデル・患者
検体が使われてきたが、それぞれに問題点がある。まず、細胞株は付加的な遺伝子
異常を持ちやすく 22,23、そもそも現状では MDS/MPN に分類される細胞株が存在しな
い。次にマウスモデルについては、これまで Kras 変異のノックインマウス 24、Nf1 のコン
ディショナルノックアウトマウス 25、Notch シグナルの不活性化マウス 26 により進行性の
MPN モデル、CMMoL モデルが作製された報告があるが、ヒトと同じ遺伝子発現プロ
ファイルが再現できないこと、治療に対する反応性が異なることからやはり限界がある
と考えられる 27。最後に、患者検体は細胞株やマウスモデルの欠点を克服できるもの
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の、細胞数に限りがあり網羅的な遺伝子解析や薬剤スクリーニング、繰り返しの実験を
行うことは困難である。 
 リプログラミング技術の発展に伴い、2006 年に初めてマウスにおいて人工多能性幹
細胞（induced pluripotent stem cell: iPS 細胞）が樹立され 28、翌年にはヒトにおける iPS
細胞の樹立が報告された 29,30。iPS 細胞は自己複製能と分化万能性を併せ持ち、再生
医療の実現のみならず病態解明のための疾患モデルとしても大変期待されている。
実際にこれまで様々な疾患から iPS 細胞が樹立され、再分化することにより病態の再
現が可能となっている 31–33。 
       
図 1. 当研究室におけるヒト検体からの iPS 細胞樹立プロトコル  
 6 
 当研究室においても、エピゾーマルベクターを用いた方法 34 に則って複数の造血器
疾患から iPS 細胞の樹立に成功しており（図 1）、ヒト胚性幹細胞における分化誘導方
法や表面マーカーによるソーティング方法に準じて 35,36、造血幹・前駆細胞へ再分化
できている（図 2）。例えば、骨髄線維症患者の末梢血検体から iPS 細胞を樹立し血球
細胞へ再分化させると、元の疾患の増殖性や骨髄球系細胞への分化の偏りといった
特徴が再現できた 37。骨髄線維症患者では、骨髄が dry tap であることから造血幹・前 
       
図 2. 当研究室における iPS 細胞から造血幹・前駆細胞への分化プロトコル  
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駆細胞を用いた研究が困難であるが、iPS 細胞を利用することによりこの問題が解決
できた。また、慢性骨髄性白血病患者の骨髄検体由来 iPS 細胞を再分化させてでき
た血球細胞は、大部分がイマチニブ感受性を示すが一部に抵抗性の分画を確認でき
た 38。iPS 細胞の自己複製能を活かして、元の検体では少量しか得られない、いわゆる
白血病幹細胞分画を大量に採取することができ、網羅的遺伝子解析が行われている。
RUNX1 に変異のある家族性血小板異常症患者の皮膚線維芽細胞由来 iPS 細胞を血
球細胞へ再分化させると、元の疾患と同様に巨核球への分化障害が再現された。遺
伝子編集により iPS 細胞の変異 RUNX1 を正常 RUNX1 に戻すことによって分化障害
が改善され、成熟した巨核球・血小板が得られるようになった 39 。TALEN や
CRISPR/Cas9 システムなどの遺伝子編集技術の進歩もあって 40,41、iPS 細胞は造血
幹・前駆細胞に比べて遺伝子編集が比較的容易である。このように、iPS 細胞はこれま
での研究のアプローチにおける様々な問題点を解決できる可能性があり、疾患の病
態解析や治療法探索に非常に有用であると考えられる。 
 以上を踏まえて、私は当研究室において世界で初めて樹立された CMMoL 腫瘍細
胞由来 iPS 細胞の性質を解析し、さらに網羅的遺伝子解析を利用して CMMoL の病
態を明らかにすることを目指した。
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【研究方法】  
細胞  
 ヒト細胞を用いた研究は、東京大学大学院医学系研究科・医学部倫理委員会（承認
番号 2771）とヒトゲノム・遺伝子解析研究倫理審査委員会（承認番号 2314）の審査と承
認を得て行った。さらに、対象の患者から書面でインフォームド・コンセントを得て骨髄
液を採取した。 
 健常ヒト骨髄の CD34 陽性細胞（Normal Human Cells Bone Marrow CD34+、Lot 
number: 080152A）は Lonza（スイス）から購入した。 
 マウス胎児線維芽細胞（mouse embryonic fibroblast: MEF）は、妊娠 12 日目の 
Crl:CD-1 マウス（日本クレア、東京）の胎児から作製した。頭部・尾部・四肢・内臓を除
去した後、体幹部をできるだけ細かく剪断し、組織片にトリプシン溶液（Trypsin-EDTA 
solution 1x、Sigma-Aldrich、米国）を加え、室温で 40 分間震盪しながらインキュベート
した。70 μm セルストレーナーを用いて濾過後、DMEM low glucose（ナカライテスク、
京都）に 20%ウシ胎仔血清（HyClone FETAL BOVINE SERUM、Thermo Scientific、
神奈川）、100単位/mlペニシリン（Penicillin、Sigma-Aldrich）、100 μg/mlストレプトマイ
シン（Streptomycin、Sigma-Aldrich）を加えた MEF 用培養液で 37℃、5%CO2 の環境
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下で 48 時間培養し、細胞凍結保存液セルバンカー（和光純薬、大阪）で凍結保存し
たものをその都度、溶解して用いた。 
 マウス C3H10T1/2 細胞株は理化学研究所バイオリソースセンター（茨城）から購入し
た。培養には、Basal Medium Eagle（ Invitrogen、米国）に 10% FCS（Biological 
industries、イスラエル）、100 単位/ml ペニシリン、100 μg/ml ストレプトマイシン、2 mM 
L-グルタミン（PSG、ナカライテスク）を加えた培養液を用い、3 日ごとに 1/10 量を継代し
た。 
 
骨髄液からの単核球分離、CD34 陽性細胞分離  
 PBS で骨髄液を希釈し、あらかじめ 50 ml コーニングチューブに入れておいた同量
の Pancoll human（フナコシ、東京）上にゆっくりと希釈検体を乗せ、2000 rpm、20℃で
30 分間遠心し、中間層を分離した。その後、製造者の推奨通りに phycoerythrin（PE）
結合抗ヒト CD34 抗体（Beckman Coulter、米国）、Anti-PE microbeads（Miltenyi Biotec、
ドイツ）を順に反応させ、AUTO MACS（Miltenyi Biotec）を用いて CD34 陽性細胞を
分離した。得られた CD34 陽性細胞は、必要に応じてリコンビナントヒト stem cell factor
（和光純薬）、リコンビナントヒト thrombopoietin（協和発酵キリン、東京）、リコンビナント
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ヒト Flt3-ligand（和光純薬）などのサイトカインを加えて前培養を行ってから使用した。 
 
iPS 細胞の樹立  
 CD34 陽 性 細 胞 に pCXLE-hSK 、 pCXLE-hUL 、 pCXLE-hOCT3/4-shp53-F 、
pCXWB-EBNA1 の 4 種のプラスミドを遺伝子導入して iPS 細胞を樹立した。CD34 陽
性細胞1.0×105個、各々のプラスミド0.83 μg、0.83 μg、0.83 μg、0.5 μgをNucleofector 
Kits for Human CD34+ Cells 100 μl（Lonza）に懸濁して Amaxa NucleofectorⅡ（Lonza）
のプログラム U-008 を用いて electroporation した。30〜40 日後に出現してきたコロニ
ーを、1 つずつそれぞれの dish に分離し複数のクローンを得た。 
 
iPS 細胞の培養・継代  
 iPS 細胞の培養には、DMEM/F12 Ham（ナカライテスク）に 20% Knockout Serum 
Replacement（Invitrogen）、1% PSG、0.1 mM 非必須アミノ酸（ナカライテスク）、0.11 
mM 2-メルカプトエタノール、5 ng/ml リコンビナントヒト fibroblast growth factor（和光純
薬）を添加して作製した iPS 細胞培養液を用いた。また、10 μg/ml のマイトマイシン C
（和光純薬）を添加して 3 時間培養した MEF を feeder 細胞として共培養した。
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Non-feeder 条件での培養にはマトリゲル基底膜マトリックス（Corning、米国）を用いた。 
 継 代 時 に は 、 PBS に 20% Knockout Serum Replacement 、 0.25% ト リ プ シ ン
（Invitrogen）、1 mM 塩化カルシウム（和光純薬）を加えた乖離液で MEF を除去し、滅
菌チップで iPS 細胞塊を物理的に剥離した。ピペッティングにより細胞塊を適当な大き
さに砕き、マイトマイシン C で処理後の MEF に播種した。 
 
iPS 細胞の血球分化  
 既報の sac 法に従って iPS 細胞を血球へ分化させた 42。具体的には、剥離した 100
細胞程度の iPS 細胞塊をマイトマイシン C で処理した C3H10T1/2 細胞と共培養した。
血球分化には Iscove’s modified Dulbecco medium（Sigma-Aldrich）に 15% FBS
（Invitrogen）、20 ng/ml リコンビナントヒト vascular endothelial growth factor（R&D 
systems、米国）、10 μg/ml ヒトインスリン、5.5 μg/ml ヒトトランスフェリン、5 ng/ml 亜セレ
ン酸ナトリウム（ITS-X、Sigma-Aldrich）、1% PSG、0.45 mM モノチオグリセロール
（Monothioglycerol、Sigma-Aldrich）、50 μg/ml アスコルビン酸（Ascorbic acid、
Sigma-Aldrich）を添加した培養液を用い、培養開始から 4、7、10、12、14 日目に交換
した。15 日目に形成された sac 様構造物を滅菌チップで物理的に剥離し、40 μm セル
 12 
ストレーナーを通した後、解析を行った。 
 
フローサイトメトリー解析  
 FACSAria（BD biosciences、米国）を用いて解析とソーティングを行った。抗体は、
Allophycocyanin（APC）結合抗ヒト CD34 抗体（eBioscience、米国）、APC 結合抗ヒト
CD13 抗体（eBioscience）、APC 結合抗ヒト CD24 抗体（BioLegend、米国）、PE 結合抗
ヒト CD43 抗体（Beckman Coulter）、PE 結合抗ヒト CD14 抗体（BD biosciences）、PE 結
合抗ヒト CD7 抗体（Beckman Coulter）、PE 結合抗ヒト CD56 抗体（BD biosciences）、
fluorescein isothiocyanate（FITC）結合抗ヒト CD5 抗体（BioLegend）を使用し、いずれ
も20倍希釈して染色した。抗体染色後に7-アミノ-アクチノマイシンD（7-AAD Viability 
Staining Solution、BioLegend）を加えて死細胞を除去し、解析した。 
 
細胞からのゲノム抽出、PCR、サンガーシークエンス  
 細胞を 150 μg/ml プロテイナーゼ K（Proteinase K、和光純薬）を含む lysis buffer で
溶解し、37℃で一晩インキュベートした。溶解液に等量の 2-プロパノール（和光純薬）
を加えて混和し、できたペレットを 70%エタノール（ナカライテスク）で洗浄した。析出し
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たゲノムは Nuclease Free Water で溶解した。PCR は、20 ng のテンプレートに 50% Go 
Taq master mix（Promega、米国）、それぞれ 0.5 μM の forward プライマー、reverse プ
ライマーを加えて行った。反応は変性 95℃ 30 秒、会合 55℃ 30 秒、伸長 72℃ 15
秒の条件で 40 サイクル行い、必要に応じて条件を変更した。シークエンスに利用した
PCR 産物は、PCR purification kit（QIAGEN、ドイツ）を用いて製造者の推奨通りに精
製した。シークエンス反応は、BigDye Terminator v3.1（Life Technologies、米国）と以
下のプライマー（表 1）を用いて製造者の推奨通りに行った。結果は A plasmid Editor
で解析した。 
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表 1. 遺伝子変異の検出に使用したプライマーの配列
 

	  
CBL exon8 Fw GGA CCC AGA CTA GAT GCT TTC T!
Rv GAA AAT ACA TTT CCT AGA GAT CAA AAA!
CBL exon9 Fw CTG GCT TTT GGG GTT AGG TT!
Rv TCG TTA AGT GTT TTA CGG CTT T!
DNMT3A exon23 Fw TCC TGC TGT GTG GTT AGA CG!
Rv TTT TTC TCT TCT GGG TGC TGA!
IDH1 R132 Fw GTG GCA CGG TCT TCA GAG A!
Rv TTC ATA CCT TGC TTA ATG GGT GT!
IDH2 R140 Fw TGA AAG ATG GCG GCT GCA GT!
Rv GGG GTG AAG ACC ATT TTG AA!
IDH2 R172 Fw AGC CAT CAT CTG CAA AAC!
Rv TGT GGC CTT GTA CTG CAG AG!
KRAS exon2 Fw AAA GGT ACT GGT GGA GTA TTT GA!
Rv CAT GAA AAT GGT CAG AGA AAC C!
KRAS exon3 Fw CAG ACT GTG TTT CTC CCT TC!
Rv TAA ACC CAC CTA TAA TGG TG!
NRAS exon2 Fw GGC CGA TAT TAA TCC GGT GT!
Rv TGG GTA AAG ATG ATC CGA CA!
NRAS exon3 Fw CAA GTG GTT ATA GAT GGT GAA AC!
Rv CAA ATG ACT TGC TAT TAT TGA TG!
JAK2-1 Fw ATC TAT GTC ATG CTG AAA GTA GGA GAA AG!
Rv CTG AAT AGT CCT ACA GTG TTT TCA GTT TCA!
JAK2-2 Fw TTC CTT AGT CTT TCT TTG AAG C!
SF3B1 exon13~14 Fw TGA TGT GAA AGT GTA GCT TC!
Rv GGC AAC ATA GTA AGA CCC TGT!
SF3B1 exon15~16 Fw TGT TGG GGC ATA GTT AAA ACC T!
Rv TGT TAG AAC CAT GAA ACA TAT CCA!
SRSF2 exon1 Fw TTC GCC TTC GTT CGC TTT!
Rv TCC GGC GTC CGT AGC CA!
U2AF35 exon2 Fw GCT GCT GAC ATA TTC CAT GTG!
Rv TCT CAG ACC TTC CAC TGG AAG T!
U2AF35 exon6 Fw AAA GTC TTA TTA AAG CGT GGA TGG!
Rv CGA ACT GTG CTC AGT CAC GTC!
ASXL1 exon12-1 Fw AGG TCA GAT CAC CCA GTC AGT T!
Rv TAG CCC ATC TGT GAG TCC AAC TGT!
ASXL1 exon12-2 Fw AGA GGA CCT GCC TTC TCT GAG AAA!
Rv TTC GAT GGG ATG GGT ATC CAA TGC!
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表 1. 続き
 
 

	  
ASXL1 exon12-3 Fw ACT TGA AAA CCA AGG CTC TCG T!
Rv GCA ACC ATC CCA TCT GTC CTT GTA!
ASXL1 exon12-4 Fw GGT GGA CAA GGA TGA GAA ACC CAA!
Rv TGT CCT GTG ACA TAG CAC GGA CTT!
ASXL1 exon12-5 Fw TGG ATT CCA AAG AGC AGT TCT CTT C!
Rv CAT GAC AAA GGG CAT CCC TTC CAA!
ASXL1 exon12-6 Fw ACA GGA AAG CTA CTG GGC ATA GTC!
Rv CAA GAG TGC TCC TGC CTA AAG AGT!
RUNX1 exon3 Fw AGC TGT TTG CAG GGT CCT AA!
Rv GTC CTC CCA CCA CCC TCT!
RUNX1 exon4 Fw CAT TGC TAT TCC TCT GCA ACC!
Rv CCA TGA AAC GTG TTT CAA GC!
RUNX1 exon5 Fw CCA CCA ACC TCA TTC TGT TT!
Rv AGA CAT GGT CCC TGA GTA TA!
RUNX1 exon6 Fw AGC CCC AGT TTT AGG AAA TCC AC!
Rv GAG CAT CAA GGG GAA ACC CC!
RUNX1 exon7 Fw CCC ACC CCA CTT TAC ATA TAA TTG!
Rv CCA GCT CAG CTG CAA AGA ATG TG!
RUNX1 exon8 Fw TCC GTT CTC TTG CCC GC!
Rv GGC CTG GCG CCT CAG TA!
EZH2 SANT1-1 Fw GCT TCC TTT GCC TAA CAC CA!
Rv AAG CAA TCT GCC CAC CTT AG!
EZH2 SANT1-2 Fw TTC TGC TTC CCA GTG CTC TT!
Rv GGC TCA TCC GCT ACA TTG AT!
EZH2 SANT2-1 Fw CCC AAG AGG GAA TTG AAT GA!
Rv ACC AAC AAC AGC CCT TAG GA!
EZH2 SANT2-2 Fw TCT TGG CTT TAA CGC ATT CC!
Rv TTC CAG TCA GCC TCC ACT TT!
EZH2 SET-1 Fw AGA GCA CCT TGC TGA ACG AT!
Rv AGC ATG CAA ATC CAC AAA CA!
EZH2 SET-2 Fw TTG CGT TTT CTC CAG AAG GT!
Rv CAC AAG AGG TGA GGT GAG CA!
EZH2 SET-3 Fw AGG CAA ACC CTG AAG AAC TG!
Rv CCA CTA ATG CTC ATG GCA AA!
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表 1. 続き
 

	  
TET2 exon3-1 Fw TGA ACT TCC CAC ATT AGC TGG T!
Rv GAA ACT GTA GCA CCA TTA GGC ATT!
TET2 exon3-2 Fw CAA AAG GCT AAT GGA GAA AGA CGT A!
Rv GCA GAA AAG GAA TCC TTA GTG AAC A!
TET2 exon3-3 Fw GCC AGT AAA CTA GCT GCA ATG CTA A!
Rv TGC CTC ATT ACG TTT TAG ATG GG!
TET2 exon3-4 Fw GAC CAA TGT CAG AAC ACC TCA A!
Rv TTG ATT TTG AAT ACT GAT TTT CAC CA!
TET2 exon3-5 Fw TTG CAA CAT AAG CCT CAT AAA CAG!
Rv ATT GGC CTG TGC ATC TGA CTA T!
TET2 exon3-6 Fw GCA ACT TGC TCA GCA AAG GTA CT!
Rv TGC TGC CAG ACT CAA GAT TTA AA!
TET2 exon3-7 Fw CAG TTT GCT ATG TCT AGG TAT TCC G!
Rv TCA CCA TGT GTG TGT TCC AC!
TET2 exon3-8 Fw AAT TGT GAT GGT GGT GGT G!
Rv TAA GCC AAG AAA GAA ATC CAG!
TET2 exon3-9 Fw CCT GGT GGC AGC TCT GAA C!
Rv TTG ATT GGA GAG ATT GGG TTG!
TET2 exon3-10 Fw CCC CAA CAC AGC ACT ATC TG!
Rv CTC GAA CTC GCT TGA TTT TG!
TET2 exon3-11 Fw CTC CAG ACT TTT CCT CAC CC!
Rv CAG GTT CCA CCT TAA TTG GC!
TET2 exon3-12 Fw AGC ATG CTG CTC TAA GGT GG!
Rv TCA CAA GAC ACA AGC ATC GG!
TET2 exon4 Fw GGG GTT AAG CTT TGT GGA TG!
Rv AGC CTG TGC CAG TAC CTT GT!
TET2 exon5 Fw TTT CCC ATT TTC ACC CAC AT!
Rv ACC CAA TTC TCA GGG TCA GA!
TET2 exon6 Fw TGC AAG TGA CCC TTG TTT TG!
Rv TGA GGC CAT GTG GTT ACA GA!
TET2 exon7 Fw TGT GGT TAT GCC ACA GCT TA!
Rv GAC ACC CCT TTA AAA CTT TGG A!
TET2 exon8 Fw TGG CAC AGG CTT GTG TGT AT!
Rv TGC AGT GGT TTC AAC AAT TAA GA!
TET2 exon9 Fw TGA GAA CAA AGC AGG AAG CA!
Rv ACA GCC ATG TGG AAC TGT GA!
TET2 exon10 Fw TCA ACT AGG CCA CCA ACA CA!
Rv ATC TGT GCA GCA AAT CAC CA!
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表 1. 続き  
 
 

	  
TET2 exon11-1 Fw GCT CTT ATC TTT GCT TAA TGG GTG T!
Rv TGT ACA TTT GGT CTA ATG GTA CAA CTG!
TET2 exon11-2 Fw AAT GGA AAC CTA TCA GTG GAC AAC!
Rv TAT ATA TCT GTT GTA AGG CCC TGT GA!
TET2 exon11-3 Fw TCT AAG CTC AGT CTA CCA CCC ATC CAT ACA!
Rv TGC TCG CTG TCT GAC CAG ACC TCA TCG!
TP53 exon2~3 Fw TCT CAT GCT GGA TCC CCA CT!
Rv AGT CAG AGG ACC AGG TCC TC!
TP53 exon4-1 Fw TGC TCT TTT CAC CCA TCT AC!
Rv ATA CGG CCA GGC ATT GAA GT!
TP53 exon4-2 Fw TGA GGA CCT GGT CCT CTG AC!
Rv AGA GGA ATC CCA AAG TTC CA!
TP53 exon5 Fw TTC AAC TCT GTC TCC TTC CT!
Rv CAG CCC TGT CGT CTC TCC AG!
TP53 exon6 Fw GCC TCT GAT TCC TCA CTG AT!
Rv TTA ACC CCT CCT CCC AGA GA!
TP53 exon5~6 Fw TGT TCA CTT GTG CCC TGA CT!
Rv TTA ACC CCT CCT CCC AGA GA!
TP53 exon7-1 Fw CTT GCC ACA GGT CTC CCC AA!
Rv AGG GGT CAG AGG CAA GCA GA!
TP53 exon7-2 Fw AGG CGC ACT GGC CTC ATC TT!
Rv TGT GCA GGG TGG CAA GTG GC!
TP53 exon8 Fw TTC CTT ACT GCC TCT TGC TT!
Rv AGG CAT AAC TGC ACC CTT GG!
TP53 exon8~9 Fw TTG GGA GTA GAT GGA GCC T!
Rv AGT GTT AGA CTG GAA ACT TT!
TP53 exon9 Fw GAC AAG AAG CGG TGG AG!
Rv CGG CAT TTT GAG TGT TAG AC!
TP53 exon10 Fw CAA TTG TAA CTT GAA CCA TC!
Rv GGA TGA GAA TGG AAT CCT AT!
TP53 exon11 Fw AGA CCC TCT CAC TCA TGT GA!
Rv TGA CGC ACA CCT ATT GCA AG!
SLITRK4 Fw TCC GAG CTG ACA CTT TCC TT!
Rv! ACC ATT GGG AGT GGT GTA GC!
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RNA 抽出、cDNA 合成、リアルタイム PCR 
 Total RNA は、NucleoSpin RNA II Kit（タカラバイオ、滋賀）を用いて抽出した。また、
cDNA は PrimeScript RT Master Mix（タカラバイオ）を用いて合成した。リアルタイム
PCR は、50% THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix（東洋紡、大阪）と以下のプライマー
（表 2）を用い、LightCycler480（Roche、スイス）で解析した。いずれも製造者の推奨通
りに行った。 
表 2. リアルタイム PCR に使用したプライマーの配列
 

	  
18S! Fw GTA ACC CGT TGA ACC CCA TT!
Rv CCA TCC AAT CGG TAG TAG CG!
CDKN1A! Fw! GGA AGA CCA TGT GGA CCT GT!
Rv GGC GTT TGG AGT GGT AGA AA!
IER3! Fw TCT TTC TGC TGC TCA CCA TCG TCT!
Rv GCT CCG AAG TCA GAT TAA AGG GCT!
FOS! Fw CGA GCC CTT TGA TGA CTT CCT!
Rv GGA GCG GGC TGT CTC AGA!
TNFRSF10B! Fw! GCA CCA CGA CCA GAA ACA CAG!
Rv CAA TCA CCG ACC TTG ACC ATC C!
PMP22! Fw CAG GAA ATG TCC ACC ACT GTT!
Rv GAT CAG TTG CGT GTC CAT TG !
IGFBP3! Fw GCA TGC AGA GCA AGT AGA CG!
Rv CTG CTG GTC ATG TCC TTG G!
SORL1! Fw! AAC TGG AGT GTG TGC TGC CTT TCA GGT!
Rv ACA ACC CAT CCT CCC TCA ACC CAT TT!
ADAMTS4! Fw GAC ACT GGT GGT GGC AGA TG!
Rv TCA CTG TTA GCA GGT AGC GCT TTA!
SLITRK4 Fw TCA GCC CTG ATT TCT TCG ACA!
Rv CTC ACA GTT GAC ATA GAG CAC AT!
PLA2G4C Fw AAG GAT AGT GCC CGA AGT TGC!
Rv TGG ACG CCT TCT TCT GAA TGA C!
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血球コロニー形成能評価、replating assay 
 コロニー形成能の評価には Methocult H4434 classic（Stemcell Technologies、カナダ）
を用いた。造血幹・前駆細胞 3000 個を 1 ml の半固形培地に混ぜ、37℃、5% CO2 の
環境下で培養し、7 日後にコロニー数と形態を観察した。replating assay では PBS で半
固形培地ごと細胞を回収し、洗浄後に生細胞 3000 個を撒きかえた。 
 
網羅的遺伝子解析  
 遺伝子発現プロファイルは、SurePrint G3 Human GE Microarray 8x60K Ver.2.0
（Agilent Technologies、英国）を用いて解析した。ターゲットの作製には Low Input 
Quick Amp Labeling Kit, One-Color（Agilent Technologies）、ハイブリダイゼーションに
は Gene Expression Hybridization Kit （ Agilent Technologies ）、洗浄には Gene 
Expression Wash Buffers Pack（Agilent Technologies）、シグナル値の算出には専用解
析ソフトの Agilent Feature Extraction（Agilent Technologies）をそれぞれ用いた。Gene 
Set Enrichment Analysis（GSEA）には java Desktop Application 64bit を用いた。メチル
化プロファイルは、Infinium Human Methylation 450 BeadChip（Illumina、米国）を用い、
データは R で解析した。メチル化の程度を表す β 値は、各 CpG 部位におけるメチル
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化検出用プローブの蛍光値と非メチル化検出用プローブの蛍光値を元に計算し、0 が
完全非メチル化を、1 が完全メチル化を表す。 
 CMMoL において高発現している遺伝子は、GSEA の rank ordered gene list で健常
コントロールと比較して 2 倍以上差のついた遺伝子に注目し、プロモーター領域が低
メチル化状態になっている遺伝子は、転写開始点の 1500 bp と 200 bp 上流において、
β 値が 0.2 以上低い遺伝子に注目した 43。 
 
ヒト細胞株への遺伝子導入  
 PlatA 細胞にポリエチレンイミン法（10 cm dish 1 枚分の PlatA 細胞あたり 150 mM 
NaCl 500 μl、プラスミド 10 μg を使用した）でプラスミドベクターをトランスフェクションさ
せ、ウイルス溶液を作製した。このウイルス溶液を 6000 g、4℃で 16 時間遠心し、でき
たペレットを培養液に再懸濁することで濃縮した。浮遊細胞へのトランスダクションはレ
トロネクチン（タカラバイオ）を製造者の推奨通りに使用した。iPS 細胞へのトランスダク
ションはマトリゲル基底膜マトリックスを用いた。ノックダウン用レトロウイルスベクターは
RNAi-Ready pSIREN-RetroQ-ZsGreen （ Clontech Laboratories 、 米 国 ） を 使 い 、
scramble 配列は Clontech Laboratories より提供された非機能的なものとした。各遺伝
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子の標的配列を以下に示す（表 3）。 
 
表 3. ノックダウンに使用した標的配列
 
 
CRISPR/Cas9 システムを用いた SLITRK4のノックアウト  
 ヒト SLITRK4 の TGA CCC ATC TGG ATA TAC GAG GG 部位をターゲットとしたガイ 
ド RNA を発現する pRGEN-Human-U6-SG（ToolGen、韓国）と、下線部の PAM 配列
を認識する Cas9 タンパク質を発現する p3s-Cas9-EF1α（ToolGen）を NEPA21（ネッパ
ジーン、千葉）により iPS 細胞へトランスフェクションした。iPS 細胞のコロニーとそれぞ
れのベクター5 μg を Opti-MEM（Life Technologies）100 μl に加え、よくピペッティング
した後に electroporation した。Poring Pulse は電圧 150 V、パルス幅 2.5 ms、パルス間
 
ADAMTS4 Sh1 AGG AGA TCG TGT TTC CAG A!
Sh2 ATG ACA AGA TGG CCG CAT T!
Sh3 GTC CCA TGT GCA ACG TCA A!
SLITRK4 Sh1 GCA ATA GCA TCA AGG ATG T!
Sh2 CGA AGA AGC TGC ACG TCA A!
Sh3 CAA TCA AAT TAC AGT GAT T!
PLA2G4C Sh1 CTC ACA ACT TCC TGT ACA A!
Sh2 CCT ACA TGG TTA TCT CTA A!
Sh3 TCT CGA GGC TGA CCT GAA A!
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隔 50 ms、回数 3 回、減衰率 10%、極性＋、Transfer Pulse は電圧 20 V、パルス幅 50 
ms、パルス間隔 50 ms、回数 5 回、減衰率 40%、極性＋／−とした。コロニーが確認で
きるまで 10 μM ROCK inhibitor（Y27632、和光純薬）を加えた iPS 細胞培養液で培養
し、単一細胞由来のクローンを得た後に、シークエンスでノックアウトできていることを
確認した（図 3）。 
 
 
図 3. CRISPR/Cas9 システムによる iPS 細胞の遺伝子編集  
 トランスフェクション後すぐに出現するコロニーは単一細胞由来ではないため、コロニ
ーをいったんピペッティングして継代し、再度出現したコロニーを解析に用いた。 
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【結果】  
CMMoL 腫瘍細胞からの iPS 細胞樹立  
 今回使用した検体の患者情報を示す（図 4）。染色体は不均衡転座の結果、1q トリソ
ミーと 7q モノソミーを有していた。この CMMoL 患者の骨髄液から CD34 陽性細胞を
分離し、OCT3/4・SOX2・KLF4・L-MYC・LIN28・EBNA1 を導入、TP53 をノックダウンす
ることで CMMoL 腫瘍細胞由来 iPS 細胞（CMMoL-iPS 細胞）を樹立した（図 1）。iPS 
 
図 4. CMMoL-iPS 細胞樹立に用いた検体の患者情報  
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細胞樹立の過程で番号 1〜15 までのクローンを得ることができたが、番号 1、12、14 以
外は発育が不充分であったり分化傾向を示したりしたために、iPS 細胞としての継代培
養が困難であった。以後はこれらのクローンを実験に用いることとした（当研究室の田
岡が樹立、未発表）。また、元の検体において CMMoL でよく知られた遺伝子異常に
ついて調べ、EZH2 I713T のホモ変異、NRAS G13D のヘテロ変異、RUNX1 F97C のヘ
テロ変異を有することが分かった（図 4）。これらの変異は樹立した CMMoL-iPS 細胞の
3 つのクローンいずれにおいても存在することを確認した。 
 
CMMoL-iPS 細胞は Normal-iPS 細胞よりも増殖が早い  
 コントロールとして、健常ヒト骨髄から樹立した iPS 細胞（Normal-iPS 細胞）を用いた
（クローン番号 12、14、17、当研究室の田岡が樹立、未発表）。Non-feeder 条件でそれ
ぞれの iPS 細胞を培養したところ、CMMoL-iPS 細胞の方が Normal-iPS 細胞よりも増
殖が早かった。また、CMMoL-iPS 細胞は Normal-iPS 細胞と比較して細胞周期に入っ
ている細胞が多かった（図 5）。 
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図 5. Normal-iPS 細胞と CMMoL-iPS 細胞の増殖評価と細胞周期  
 Normal-iPS 細胞と CMMoL-iPS 細胞をそれぞれ Non-feeder 条件で 3000 細胞ずつ
播種し、3 日後の細胞数を比較した。CMMoL-iPS 細胞は Normal-iPS 細胞と比較して
増殖が早かった。各群 2 つずつのクローンを用いて 3 回実験を行い、平均値＋標準偏
差を示した（上図）。また、CMMoL-iPS 細胞は細胞周期に入っている細胞が多かった。
代表的な図を示した（下図）。 
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CMMoL-iPS 細胞の血球分化誘導  
 樹立した CMMoL-iPS 細胞から血球細胞への分化誘導を行った。CMMoL-iPS 細胞
を C3H10T1/2 細胞と共培養することにより sac 様構造物が形成され、その中に分化し
た造血幹・前駆細胞（CMMoL-HPC）が含まれていた（図 2、6）。同数の CMMoL-iPS
細胞とコントロールの Normal-iPS 細胞を C3H10T1/2 細胞とそれぞれ共培養し、CD34
陽性 CD43 陽性細胞をソートしたところ、分画の割合は CMMoL-HPC と Normal-iPS
細胞由来造血幹・前駆細胞（Normal-HPC）で違いが認められなかったが、得られた
HPC の数は CMMoL で有意に多かった（図 7）。 
        
図 6. CMMoL-iPS 細胞を血球細胞に分化誘導した際の iPS-sac の形態像  
 sac 様構造物の内部に大量の血球細胞を認めた。 
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図 7. Normal-iPS 細胞と CMMoL-iPS 細胞由来造血幹・前駆細胞分画と細胞数  
 iPS-sac によって作られた細胞から CD34 陽性 CD43 陽性造血幹・前駆細胞をソーテ
ィングした。代表的な分画の図を示した（左図）。分画の割合は変わらなかったが、同
数の iPS 細胞から得られた HPC は CMMoL で有意に多かった。各群 2 つずつのクロ
ーンを用いて 3 回実験を行い、平均値＋標準偏差を示した（右図）。 
 
CMMoL-HPC は骨髄球系細胞への分化の偏りがみられる  
 分化能を調べるために CMMoL-HPC と Normal-HPC をそれぞれ半固形培地に同数
播種した。CMMoL-HPC は、7 日後により大きなコロニーを形成しており、Normal-HPC
と比べて CFU-GM、CFU-GEMM が多かった（図 8）。これらのコロニーをサイトスピンし
て観察したところ、Normal-HPC 由来血球ではマクロファージが観察されたのに対して、
CMMoL-HPC 由来血球では核細胞質比の高い単芽球が観察された（図 9）。 
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図 8. 半固形培地における HPC の分化能の比較  
 Normal-HPC と CMMoL-HPC を半固形培地である H4434 classic に 3000 細胞ずつ
播種し、7 日後にコロニー数をカウントした。CMMoL-HPC は Normal-HPC と比較して
有意に CFU-GM と CFU-GEMM へ偏って分化していた。各群 2 つずつのクローンを
用いて 3 回実験を行い、平均値＋標準偏差を示した。 
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図 9. Normal-HPC と CMMoL-HPC の分化コロニーとサイトスピン像  
 半固形培地で HPC を分化させてできた CFU-GM の形態像（上図）とサイトスピン像
（下図）。左は Normal-HPC 由来、右は CMMoL-HPC 由来である。CMMoL-HPC 由来
のコロニーは大きく、サイトスピン像は単芽球様であった。いずれも代表的な像を示し
た。 
 
CMMoL-HPC 由来分化血球の表面マーカー解析  
 HPC から半固形培地での分化を通して得られた血球の表面マーカー解析を行った
ところ、CMMoL において CD34 陽性造血前駆細胞と CD34 陰性 CD13 陽性骨髄球
系細胞の割合が有意に増えていた（図 10）。また、骨髄球系細胞の中では CD14 陽性
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単球系細胞、CD14 陰性 CD24 陽性未熟異形顆粒球系細胞の割合が有意に増えて
いた（図 11）。さらに、白血病細胞では CD2 や CD56 などリンパ球系の異常抗原の発
現がしばしば観察されるが、今回の元の検体のCMMoL腫瘍細胞でもCD56が発現し
ており、CMMoL-HPC 由来分化血球でのみ同様の抗原の発現が確かに観察された
（図 12）。 
   
図 10. HPC 由来分化血球の CD34、CD13 の発現比較  
 CMMoL-HPC 由来分化血球では、Normal-HPC 由来分化血球と比較して CD34 陽
性造血前駆細胞と CD34 陰性 CD13 陽性骨髄球系細胞の割合が有意に増えていた。
左図では代表的なフローサイトメトリー図を示し、右図では各群 2 つずつのクローンを
用いて 3 回実験を行い、平均値＋標準偏差を示した。 
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図 11. HPC 由来分化血球の CD13、CD14、CD24 の発現比較  
 CMMoL-HPC 由来分化血球では、Normal-HPC 由来分化血球と比較して CD14 陽
性単球系細胞と CD14 陰性 CD24 陽性未熟異形顆粒球系細胞の割合が増えていた。
左図では代表的なフローサイトメトリー図を示し、右図では各群 2 つずつのクローンを
用いて 3 回実験を行い、平均値＋標準偏差を示した。 
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図 12. 元の検体と HPC 由来分化血球の異常抗原 CD56 の発現比較  
 元の検体において、異常抗原である CD56 陽性白血病細胞が確認できた（上図）。
また、CMMoL-HPC 由来分化血球においても Normal-HPC 由来分化血球には存在し
ない CD56 陽性細胞の分画が確認できた（下図）。右図では各群 2 つずつのクローン
を用いて 3 回実験を行い、平均値＋標準偏差を示した。 
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CMMoL-HPC は不死化し、コロニー形成能を維持する  
 半固形培地での replating assay では、Normal-HPC が 2 継代でコロニーが形成でき
なくなるのに対して、CMMoL-HPC は 4 継代以上持続し不死化することが確認された
（図 13）。さらに、サイトカインなしの環境下でも CMMoL-HPC はやや大きめのコロニー
を形成できるのに対して、Normal-HPC はほぼコロニーが形成できなかった（図 14）。 
 
 
図 13. Normal-HPC と CMMoL-HPC の replating assay 
 それぞれ 3000 細胞を半固形培地に播種し、7 日ずつ撒きかえを行った。いずれも 4
継代目までのコロニー数を示した。Normal-HPC は 2 継代まででコロニーが形成できな
くなるのに対して、CMMoL-HPC は 4 継代目を過ぎてもコロニー形成能を維持してい
た。各群 2 つずつのクローンを用いて 3 回実験を行い、平均値＋標準偏差を示した。 
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図 14. サイトカインなしの環境下でのコロニー形成能の比較  
 サイトカインなしの環境下での CFU-GM の形態像を示した（左図）。また、右図は 7
日後のコロニー数を比較した。CMMoL-HPC は有意に強いコロニー形成能を有して
いる。各群 2 つずつのクローンを用いて 3 回実験を行い、平均値＋標準偏差を示し
た。 
 
網羅的遺伝子解析  
 CMMoL の病態に関わる遺伝子を抽出するために、元の検体の CD34 陽性細胞、
CMMoL-iPS 細胞、CMMoL-HPC について発現解析とメチル化解析を行った（図 15）。
コントロールは健常ヒト骨髄の CD34 陽性細胞、Normal-iPS 細胞、Normal-HPC とした。
iPS 細胞と HPC はそれぞれ 3 クローンずつ解析した。 
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図 15. 網羅的遺伝子解析  
 
網羅的遺伝子解析の妥当性の確認  
 まず、得られたオミクス解析のデータの妥当性を確かめるために、サンプルに関する
事前情報なしに遺伝子発現プロファイル、メチル化プロファイルそれぞれについてクラ
スター解析を行った。その結果、確かに元の検体の CD34 陽性細胞、iPS 細胞、CD34
陽性 CD43 陽性造血幹・前駆細胞にグループ分けを行うことができた（図 16）。 
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図 16. オミクスデータのクラスター解析  
 サンプルに関する事前情報なしに遺伝子発現プロファイル（上図）とメチル化プロフ
ァイル（下図）のクラスター解析を行った。それぞれ色付きのグループに分けられ、デ
ータの妥当性が確認できた。 
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 次に、CMMoL-HPC と Normal-HPC の遺伝子発現プロファイルを用いて GSEA によ
るパスウェイ解析を行ったところ、CMMoL-HPC で有意に TP53 経路が抑制されていた
（INGA_TP53_TARGETS は、プロモーター領域に TP53 response element を含む遺伝
子群である）。網羅的解析を行った CMMoL-HPC においても、TP53 の標的遺伝子の
発現が確かに下がっていることをリアルタイム PCR で確認した。さらに、元の患者検体
において TP53 遺伝子の変異を調べたところ、P72R のホモ変異を確認した（図 17）。 
     
図 17. CMMoL-HPC の TP53 経路の不活化  
 GSEA でのパスウェイ解析の結果、CMMoL-HPC において TP53 経路が抑制されて
いた（左上図）。また、リアルタイム PCR を行ったところ、CMMoL-HPC で有意に TP53
の標的遺伝子の発現が下がっていた。3 回実験を行い、Normal-HPC における各遺伝
子の発現量を 1 として平均値＋標準偏差を示した（右図）。元の検体は TP53 P72R の
ホモ変異を有していた（左下図）。 
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リプログラミングと再分化の過程を経てプロファイルが近付く  
 CMMoL 患者と健常者の元の検体と HPC それぞれに関して遺伝子発現とメチル化
プロファイルのそれぞれの相関解析を行った。図 18 のように、元の検体におけるプロ
ファイルの差が iPS 細胞の樹立というリプログラミングと造血幹・前駆細胞への再分化
の過程を経ることによって縮まっていた。 
 
 
 
図 18. 元の検体と HPC の遺伝子発現とメチル化プロファイルの相関解析  
 リプログラミングと再分化の過程を経ることによって遺伝子発現、メチル化プロファイ
ルいずれにおいても決定係数の値が増加していた。 
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CMMoL の病態に関わる遺伝子の絞り込み  
 上記の結果から、リプログラミングと再分化の過程を経てもなお差のつく遺伝子が
CMMoL 患者と健常者の違いとして大きく重要と考えた。CMMoL-HPC において
Normal-HPC よりも高発現しており、かつプロモーター領域が低メチル化状態となって
いる遺伝子を絞り込み（図 19）、その中で腫瘍や造血に関わると報告のある 3 つの遺
伝子に注目した。 
               
図 19. CMMoL の病態に関わる遺伝子の絞り込み  
 CMMoL-HPC において Normal-HPC よりも 2 倍以上発現が高く、プロモーター領域
（転写開始点から 200 bp あるいは 1500 bp 上流）において β 値が 0.2 以上小さいもの
を抽出した。さらに、その中から腫瘍や造血に関わると報告のある ADAMTS4、
SLITRK4、PLA2G4C の 3 つの遺伝子に注目した。 
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CMMoL において ADAMTS4、SLITRK4の発現が上昇している  
 網羅的遺伝子解析で絞り込んだ遺伝子に関して、CMMoL-HPC、元の検体の 
CD34陽性細胞、他の患者検体の発現量を調べたところ、CMMoL-HPCと元の検体に
おいては 3 遺伝子ともに発現量の上昇が確認できたが（図 20）、他の患者検体におい
ては ADAMTS4、SLITRK4 の 2 遺伝子のみが上昇していた（図 21）。 
      
図 20. HPC と元の検体の CD34 陽性細胞における各遺伝子の発現量  
 候補遺伝子に挙がった ADAMTS4、SLITRK4、PLA2G4C の発現量が CMMoL にお
いて上昇していることを確認した。HPC に関しては 3 回実験を行い、平均値＋標準偏
差を示した（左図）。元の検体の CD34 陽性細胞については代表的な結果を示した。
健常ヒト骨髄検体における各遺伝子の発現量を 1 として CMMoL の患者検体における
相対的な発現量を示した（右図）。 
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図 21. 他の患者検体における各遺伝子の発現量  
 CMMoL の患者検体、健常者の検体それぞれの CD34 陽性細胞について各遺伝子
の発現量を調べた。CMMoL において ADAMTS4、SLITRK4 の遺伝子発現が上昇し
ていた。CMMoL は 5 検体、健常者は 2 検体を調べ、平均値＋標準偏差を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 42 
ADAMTS4のノックダウンにより細胞周期に入っている CMMoL-iPS 細胞が減少
する  
 CMMoL-iPS 細胞において ADAMTS4 のノックダウンを行い、iPS 細胞と血球分化後
の HPC の性質を調べた。その過程で iPS 細胞におけるトランスダクションは、細胞株と
比較して感染効率が非常に低いことが分かった（図 22）。ノックダウンが確認できた 2
種類の CMMoL-iPS 細胞（図 23）では、細胞周期に入っている細胞が減少していた
（図 24）が、血球分化後の HPC（図 23、25）について replating assay を行ったところ、
scramble 配列に対するノックダウンベクターを用いた場合でも不死化が確認されず、ト
ランスダクションによるウイルス毒性の影響と考えられた。 
   
図 22. 細胞株と iPS 細胞へのレトロウイルスのトランスダクションの比較  
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図 23. ノックダウンベクターをトランスダクションした  
CMMoL-iPS 細胞と CMMoL-HPC の形態像  
 
図 24. ノックダウンした CMMoL-iPS 細胞の ADAMTS4の発現量と細胞周期  
 Sh1 と Sh3 の配列を標的としたノックダウンベクターで ADAMTS4 の発現量が低下し
ていた。代表的な結果を示した（左図）。また、細胞周期解析では scramble 配列を標
的とした CMMoL-iPS 細胞に比べて Sh1 と Sh3 の配列を標的としたノックダウンにより
細胞周期に入っている細胞が減少していた（右図）。 
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図 25. ノックダウンした CMMoL-iPS 細胞の血球分化  
 HPC の GFP 陽性分画をソートし replating assay を行ったが、本来不死化するはずの
scramble 配列をターゲットとした CMMoL-HPC が不死化せず、ウイルス毒性があった
のではないかと推察した。 
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SLITRK4のノックダウンにより細胞株 OCI-AML3 の細胞増殖が低下する  
 続いて、白血病細胞株である HL60、THP1、OCI-AML3 それぞれについて
ADAMTS4、SLITRK4、PLA2G4C の発現量を調べた。このうち THP1 と OCI-AML3 は
HL60 に比べて 3 遺伝子とも相対的に発現量が高かったため（図 26）、ノックダウンによ
る細胞増殖の比較実験に用いた。THP1 での細胞増殖には差が認められなかったが、
OCI-AML3 では SLITRK4 をノックダウンした際に有意に増殖が低下した（図 27）。 
   
図 26. 細胞株における各遺伝子の発現量比較  
 HL60 と比べて THP1 と OCI-AML3 において各遺伝子の発現量が相対的に高かっ
た。代表的な結果を示した。 
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図 27. 各遺伝子のノックダウンによる OCI-AML3 の細胞増殖の比較  
 左図は、ノックダウンによる各遺伝子の発現量低下を示した。いずれも 18S の発現量
を 1 として相対的な発現量を表す。代表的な結果を示した。右図は、3 日後の細胞増
殖を示した。3 回実験を行い、scramble 配列を標的とした細胞株の増殖割合を 1 として
平均値＋標準偏差を示した。 
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CMMoL-iPS 細胞は SLITRK4のノックアウトにより血球分化が阻害される  
 細胞株の実験で細胞増殖の阻害が確認された SLITRK4 を、CMMoL-iPS 細胞にお
いてCRISPR/Cas9システムを用いてノックアウトした。ホモで1塩基が欠失したクローン
（1-6）、ホモで 3 塩基が欠失したクローン（2-5、ただし、フレームシフトが起こらなかった
ため 1 アミノ酸欠失）、ヘテロで 14 塩基が欠失したクローン（2-4）を得ることができた
（図 28）。それぞれに関して血球へ分化させたところ、1 アミノ酸欠失のクローンでは得
られた HPC の数に変化がなかったが、ヘテロ欠失ではやや減少し、ホモ欠失ではほ
ぼ消失していた（図 29）。 
 
図 28. CRISPR/Cas9 システムで得た CMMoL-iPS 細胞のノックアウトクローン  
 左からホモ 1 塩基欠失、ホモ 3 塩基欠失（1 アミノ酸欠失）、へテロ 14 塩基欠失。
electroporation 後に 3 コロニーずつピックアップし、クローン化が起こっていることを確
認した。 
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図 29. SLITRK4のノックアウトクローンの血球分化効率の比較  
 CMMoL-iPS 細胞では CD34 陽性 CD43 陽性の HPC が 51.9%、1-6 では 0.8%、2-5
では 51.7%、2-4 では 33.7%であった。代表的なフローサイトメトリー図を示した。 
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【考察】  
 本研究では、当研究室において世界で初めて樹立された CMMoL-iPS 細胞を解析
し、血球分化によって得られる CMMoL-HPC がサイトカインを含む半固形培地で不死
化する点や、表面マーカーが元の検体の白血病細胞と一致する点で疾患の性質を再
現できていることを示した。このことは、他の造血器疾患で iPS 細胞を樹立し、解析した
既報と一致する。その上で、CMMoL の病態に関わる遺伝子を抽出するために網羅
的遺伝子解析を行うことにした。CMMoL の患者検体では造血幹・前駆細胞を少量し
か得ることができないため、これまで白血病幹・前駆細胞での網羅的遺伝子解析は行
われてこなかったが、今回は iPS 細胞の自己複製能を活かすことで大量の細胞が入
手でき、解析可能となった。近年の報告で、iPS 細胞には樹立した元の細胞のメチル
化の特徴が引き継がれること、また元の細胞に分化しやすいことが明らかにされた 44 こ
とから、CMMoL-HPC において Normal-HPC よりも高発現しており、かつプロモーター
領域が低メチル化状態になっている遺伝子に着目することで元の検体同士の比較の
代用になると考えた。また驚くべきことに、相関解析の結果、iPS 細胞由来 HPC におけ
る遺伝子発現プロファイルの差とメチル化プロファイルの差が元の検体同士の差に比
べて小さくなっており、これはリプログラミングと再分化という同一過程を経ることによっ
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て元の検体よりも均質な細胞を得ることができたからだと考えられる。CMMoL 患者と
健常者という全く他人の検体の差を比較する際に、iPS 細胞を用いることで背景を揃え
ることができ、候補遺伝子の絞り込みに大変有用であった。今後、他の疾患において
iPS 細胞を用いた網羅的遺伝子解析を行う際に参考となる貴重な知見である。 
 オミクスデータの信頼性は、クラスター解析を行うことで確認した。元の検体、iPS 細
胞、HPC 同士でグループ分けされ、例えば Normal-iPS 細胞と Normal-HPC が同じグ
ループに分けられることはなかった。疾患の違いよりも細胞の分化段階のプロファイル
の違いの方が大きく、妥当な結果であったと言える。パスウェイ解析からは CMMoL に
おいて TP53 経路が抑制されていることが示された。P72R の変異は SNP として知られ
ていることから TP53 経路が抑制されていた原因は TP53 遺伝子の変異以外によるもの
と考えられる。また、TP53 の変異が CMMoL 腫瘍細胞のみに存在する体細胞変異で
あったかは正常細胞を手に入れる手段がなく確かめることができなかった。 
 DNA のプロモーター領域のメチル化と遺伝子発現の程度は一般に負の相関を示す
と言われてきたが 45、さらに周辺の shore や shelf と呼ばれる領域や転写領域内のメチ
ル化の意義についてははっきり分かっていないことが多い。本研究では、これまで
CMMoL においてプロモーター領域のメチル化プロファイルに注目した研究がなかっ
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たことから、まずそこに注目して網羅的解析を行ったが、疾患の原因遺伝子がプロモ
ーター領域以外のメチル化と深く関わっていた場合には候補から漏れてしまった可能
性があり、よりワイドな領域にも手を広げた研究が必要となるだろう。 
 iPS 細胞の遺伝子編集は造血幹・前駆細胞よりも比較的容易とはいえ、まだまだ課
題が多く残る。CMMoL-iPS 細胞へのレトロウイルスのトランスダクションは非常に効率
が悪く、しかもウイルスの毒性のために scramble配列のノックダウンでCMMoL-HPCの
不死化が解除されてしまった。既報ではレンチウイルスによるトランスダクションの報告
が多く、より適切な方法を選択すべきであったと考えている。現在、テトラサイクリン誘
導性ノックダウンのレンチウイルスベクターである pLVPT-tTR-KRAB を用いて
ADAMTS4、SLITRK4 のノックダウン実験を行っている。CRISPR/Cas9 システムを用い
た実験では、単一細胞にした後に electroporation を行うため、トランスフェクション後の
コロニー形成とクローン化までに時間がかかるという問題点がある。CMMoL-iPS 細胞
は Normal-iPS 細胞に比べて増殖が早かったため大きな問題なく進めることができたが、
Normal-iPS 細胞ではコロニー形成とクローン化に時間がかかり、サイトカインや feeder
細胞などの培養環境に何らかの工夫が必要と考えられる。 
 今回、CMMoL の病態に関わる候補遺伝子として抽出された SLITRK4 は Slitrk 
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family に属し、元々神経突起の伸長をコントロールする遺伝子として同定された。膠
芽腫や星状細胞腫で発現の上昇が見られており 46、さらに近年では造血幹細胞にお
いて分化した血球よりも発現が高いことが報告された 47。機能解析はまだ行われてい
ないため、マウス骨髄における過剰発現の系を通して明らかにしていく予定である。本
研究では EZH2、NRAS、RUNX1、TP53 といった特定の遺伝子変異を持つ CMMoL の
患者検体から iPS 細胞を用いて SLITRK4 を抽出したが、他の複数の患者の CMMoL
腫瘍細胞においても正常造血幹・前駆細胞より SLITRK4 の発現が高いことを示すこと
ができた。様々な遺伝子背景を持つ CMMoL 患者において共通の特徴と考えられ、
今後、抗体医薬品の開発など治療標的になりうると考えている。 
 今回の研究は in vitro での実験に留まっており、生体内での解析には至っていない。
iPS 細胞から分化した造血幹・前駆細胞は NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgtm1Wjl/SzJ 免疫不全マ
ウスに移植しても生着しないし、iPS 細胞を OP9 細胞などのフィーダー細胞と混合して
皮下移植し生体内で分化を試みても、わずかな造血幹・前駆細胞がマウスの骨髄に
おいて確認されるのみで到底解析に利用できるレベルではない。今後は、薬剤スクリ
ーニングなどの治療法探索を行うためにも in vivo モデルの構築が望まれる。 
 最後に、血球分化の効率をよりよくすることによって更に容易に大量の細胞が得られ
 53 
れば、表現型に近い代謝産物のメタボローム解析を行うことができる 48。今回の実験と
統合することで、より CMMoL の病態が明らかになり、治療につながりやすい研究が進
められると考えている。 
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